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論文内容要旨
 ゴヒ量
目尿
 近年同定されたCX3CL1ケモカインであるfractalkine(FKN)は,ケモカインドメインと
 ムチンドメインを併せもち,細胞膜表面発現型と分泌型の2つがある。従来のケモカインと異な
 り,白血球やリンパ球の遊走・活性化作用に加え,細胞の血管内皮上のローリングや接着作用も
 有する。一方,FKNの受容体であるCX3CR1は,マウスの樹状細胞やNK細胞,加えてヒト
 ではCD8+Tリンパ球に発現しており,これら免疫担当細胞の活性をFKNは増強することが
 知られている。
目的
 FKN遺伝子をマウス同種移植系腫瘍である大腸がん細胞C26およびマウスメラノーマ細胞B
 10FlOにinvivoで導入し,FKN遺伝子導入による抗腫瘍効果を評価すると共に,その抗腫瘍
 効果の機序を検討することを目的とする。
 方法と結果
 マウスFKNcDNAをCMVプロモーターで発現するように発現カセットに組み込み,定法に
 従いマウスFKN発現アデノウイルスベクター(AdFKN)を作成した。まず,invitroでC26
 およびB16FlO細胞に100MOIで感染させた後に,AdFKNの発現と機能を検討した。
 RT-PCRでRNAレベルでの発現を確認した後に,蛋白レベルの発現をウエスタンプロット法,
 FACSで確認したところ,細胞質および細胞膜表面にFKNの発現を確認した。また,分泌型
 FKNの活性をヒト白血病細胞THP-1に対する遊走能を検討したところ,FKN遺伝子導入がん
 細胞の培養液中にTHP-1の遊走能を持つFKNが分泌されていることを確認した。次に,in
 vivoにおける抗腫瘍効果を検討した。マウス皮下に接種したC26及びB16F10の腫瘍内に1×
 103pfuのAdFKNを1回のみ注入したところ,それぞれコントロール(Adnull)に比べ79%の
 強力な腫瘍縮小効果を示した。AdFKN腫瘍局所内投用マウスの脾細胞では,腫瘍特異的な細胞
 障害活性丁リンパ球が誘導されていた。さらに,FKN遺伝子導入したC26とB16FlO細胞で
 免疫したマウスにそれぞれの親株を注射したところ,強い腫瘍増殖抑制効果が観察された。また,
 腫瘍縮小効果を示したマウスでは腫瘍特異的なCTLが誘導されたことを細胞傷害アッセイおよ
 びIFN一γの分泌より確認した。この強い抗腫瘍免疫反応を解析する目的でまず腫瘍組織を検討
 した。AdFKN局所投与腫瘍内の3日間後にはNK細胞の腫瘍組織内への浸潤が著明で,6日
 間後にはCD8陽性リンパ球の強い浸潤が認められた。次に,腫瘍内への浸潤が確認されたNK
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 細胞,CD4およびCD8陽性細胞を欠損したマウスを用いてAdFKNの抗腫瘍効果を検討した。
 NK細胞およびCD8陽性細胞を欠損したマウスにおけるAdFKNの抗腫瘍効果は完全に消失し
 た。一方,CD4陽性細胞を欠損したマウスに抗腫瘍効果は部分的に抑制された。
考察
 FKN遺伝子を腫瘍内に導入することにより強い抗腫瘍免疫反応が誘導された。この抗腫瘍免
 疫反応にはNK細胞およびTリンパ球の双方が関与しているため,腫瘍免疫反応における
 inhateimmunityおよびadaptiveimmunityの両方を誘導することが可能でその結果,強い抗
 腫瘍免疫反応が誘導されたと考えられる。FKN遺伝子は強力な免疫遺伝子治療の候補となるが
 示唆された。
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 審査結果の要旨
 本研究はアデノウイルスベクターを用いた遺伝子導入技術を用いて,CX3CLlケモカインで
 あるfractalkine(FKN)を固形腫瘍に導入し,抗腫瘍免疫反応を誘導する免疫遺伝子治療開発
 を目的とした基礎研究である。FKNはケモカインドメインとムチンドメインを併せもち,細胞
 膜表面発現型と分泌型の2つがあり,従来のケ毛カインと異なり,白血球やリンパ球の遊走・活
 性化作用に加え,細胞の血管内皮上のローリングや接着作用も有する。一方,FKNの受容体で
 あるCX3CR1は,マウスの樹状細胞(DC)やNK細胞,加えてヒトではCD8+Tリンパ球に
 発現しており,これら免疫担当細胞の活性をFKNは増強することが知られている。
 本論文では,独自にマウスFKNcDNAをCMVプロモーターで発現するように発現カセット
 に組み込み,定法に従いマウスFKN発現アデノウイルスベクター(AdFKN)を作成した。癌
 細胞へFKN遺伝子導入後のFKNの発現やその生物活性を詳細に検討し,FKN蛋白は細胞膜
 および分泌型として発現し,分泌型FKNは単球の遊走能を持つことを報告した。次に,マウス
 皮下に接種したC26及びB16FiOの腫瘍内に1×101」pfuのAdFKNを直接投与する治療実験を
 行っている。その結果,1回のみの注入で,強力な腫瘍縮小効果を得ている。そして,この抗腫
 瘍効果発現の機序の解析を様々な手法を用いて解析している。AdFKN腫瘍局所内投用マウスの
 脾細胞では,腫瘍特異的な細胞障害活性丁リンパ球が誘導され,さらに,FKN遺伝子導入した
 C26とBi6F10細胞で免疫したマウスにそれぞれの親株を注射したところ,ワクチン効果が確
 認された。また,この強い抗腫瘍免疫反応を解析する目的で腫瘍組織に浸潤する細胞を検討した。
 AdFKN局所投与腫瘍内の3日間後にはDC,NK細胞の腫瘍組織内への浸潤が著明で,6日間
 後にはDC,CD8陽1生りンパ球の強い浸潤が認められた。最後に,腫瘍内への浸潤が確認され
 たcD4およびcD8陽性細胞を欠損したマウス及び抗asialo-GM1抗体でマウス体内のNK細
 胞を除去されたマウスを用いて,AdFKNの抗腫瘍効果を検討した。NK細胞およびCD8陽性
 細胞を欠損したマウスにおけるAdFKNの抗腫瘍効果は完全に消失した。一方,CD4陽1生細胞
 を欠損したマウスに抗腫瘍効果は部分的に抑制された。
 以上の結果より,本論文においてFKN遺伝子導入による抗腫瘍免疫反応は,NK細胞および
 Tリンパ球の双方が関与し,腫瘍免疫反応におけるinnateimmunityおよびadaptive
 immunityの両方を誘導することが可能で,その結果として強い抗腫瘍免疫反応が誘導されたと
 結論付けている。本研究は,ベクターの作成,治療実験およびその詳細な解析を全て行った優れ
 た研究である。
 以上の結果から本論文は最終審査において博士学位論文としてふさわしい十分ものとの審査結
 果を得た。
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